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Nueva aproximación terapéutica antimicrobiana




Facultat de Farmàcia i Ciències de la Alimentació
Contenido del seminario
1.- Descripción de la línea de investigación
BioTS, definición tipos
BioTS características y aplicaciones
2.- Resistencia bacteriana a antibióticos
Permeabilizadores de membranas
3.- Mezclas cataniónicas





- Obtención por química verde
- Propiedades biológicas interesantes para su
aplicación ambiental o sanitaria
- Identificación de Nuevos  BioTS
- Caracterización de su composición química
- Estudio de sus propiedades biológicas
- APLICACIÓN
¿POR QUÉ BIOTENSIOACTIVOS?
Tensioactivo: Molécula anfifílica que modifica la tensión
superficial de las interfaces agua/aire, liq./liq. y
forma agregados moleculares a concentraciones elevadas
Tensión superficial: la cantidad de energía que se requiere
para incrementar la superficie de un líquido por unidad de

















Manosileritroil lipidos Candida antactica
Lipopéptidos y 
lipoproteínas
Surfactina Bacillus subtilis BC12
Liquenisina Bacillus liqueniformis
Iturina Bacillus subtilis RB-14
Fengicina Bacillsu subtilis B6-1





Acidos grasos Corynebacterium lepus
Sideroforos Flavolípidos Flavobacterium sp.
















+  Producción sostenible: cultivo a partir  de materiales 
renovables y residuales: Aceites de fritos, melazas
+ Biocompatibles y digestibles
+ Menor toxicidad
+ Estables a condiciones variables de pH, temp, salinidad
+ Emulsionantes
Inconvenientes:
- Bajo rendimiento de producción
- Mezclas de BioTS




























27,9 mN/m 32,9 mN/m 31,6 mN/m 33 mN/m 22 mN/m 29-30 mN/m
Tensión 
interfacial







































































0,5 g/L 0,48-1,12 g/L 15 g/L 19,2 g/L





































































Coste 100g Lch 114 € 4 €
Componentes Medio complejo Medio simple
Tiempo cultivo 48h 72h
Purificación Simple Compleja
PRODUCCIÓN DE LIQUENISINA
SDS 1 kg 1-2,5 €
Rhamnolipido 100 g 250 €




Aplicaciones ambientales de BT
 Desorción de Metales Pesados
 Extracción del petróleo










Capacidad emulsionante: diagrama de fases ternario
Aceite de orégano (OEO)
Aceite de cinamomo (CEO)
Aceite del árbol del te (TTO)




EFECTO EN LA FORMACIÓN Y ELIMINACIÓN DE BIOFILMS
























MTT        NRU
SDS
(μg/mL)
MTT   NRU
Fibroblastos 117,4 91,1 57 58,2 65,1 72 106,4 44,3 700 345 53,5 46,3
Queratinocitos 70 90 80 80 60,1 53,9 132 68,3 1041,6 431,3 47,6 31,4
Evaluación de la Citotoxicidad
Rhamnolípidos
Trehalosalípidos Fosfolípidos y Flavolípidos
AM Marqués
7-5-2019



















▪ Vesículas de fosfatidilcolina
+carboxifluoresceina
▪ BioTs




▪ Vesículas de fosfatidilcolina
+carboxifluoresceina
▪ BioTs
▪ Salida del contenido
 Fosfatidilcolina/ lecitina 1:1













40% - 8 min
100% - 2-3h
200 µM
100% - 4 min
24 µM
Lag 10-20 seg
92% - 5 min

















Trehalosalípidos Ramnolípidos Fosfolipido Flavolípido
CMC 300 µM (37 mg/L) 110 µM (104,6 mg/L) 180 mg/L 6300 mg/L




40 min hemol 100%
Lisis osmótica, 
poro 34 Å
80 µM:  





60-120 min hemol 100%
Hemólisis total en Agar 
Sangre









Trehalosalípidos Ramnolípidos Fosfolipido Flavolípido Lipopéptido
CMC 300 µM (37 mg/L) 110 µM (104,6 
mg/L)
180 mg/L 6300 mg/L 14,7µM (15 mg/L )
H50 (20 min) 75 µM  (99mg/L) 65 µM (61,8mg/L) 200 mg/L >1000 mg/L 6µM (6,1mg/L)
Características




























Calidad de vida elevada
Expectativa de vida elevada
o Rápida emergencia de bacterias resistentes a antimicrobianos
• Fenómeno natural de evolución bacteriana
• Uso incorrecto de antibióticos: aceleración
• Extensión más rápida de resistencia que su control
Organización para la Cooperación y el Desarrollo Económico (OCDE)
2020-2050  → 2,4 millones de muertes¡¡




Centro Europeo para el Control
y prevención de Enfermedades:
Promedio de infecciones por 




REDUCCIÓN DE MICROORGANISMOS RESISTENTES
Medidas de salud pública
1. Lavado de manos. Incremento higiene hospitalaria.
2. Mayor control en la prescripción antibiótica.
3. Diferenciación analítica bact/virus.
4. Promoción de prescripción diferida
5. Sensibilización pública: 1 solo mundo, 1 sola salud
Antibióticos
1. Inversión en Investigación de nuevos antibióticos
2. Uso Correcto
- Sólo si son necesarios




 Menos farmacéuticas I+D en 
antibióticos
 No es rentable
 Menos nuevos antibióticos





o Es un mecanismo natural en bacterias
consecuencia de adaptación al medio
o Hay mayor nivel en ambientes con uso 
elevado como antibióticos como hospitales
o Se puede heredar y extender horizontalmente
MECANISMOS DE RESISTENCIA
1. Reducción de captación por cambios de
permeabilidad de membrana externa
2. Presencia de bombas de eflujo
3. Pérdida de afinidad o bypass de la diana
4. Producción de enzimas inactivadoras
5. Formación de biofilms










ESTRATEGIAS PARA ABORDAR LA RESISTENCIA A LOS ANTIMICROBIANOS
 Antibióticos más efectivos
 Nuevos compuestos químicos con nuevos mecanismos de acción
 Desarrollo de ADYUVANTES o Potenciadores de antibióticos
Capacidad de bloquear mecanismos de resistencia o incrementar
la acción del antibiótico.
Con actividad antimicrobiana o no
Tipos de Adyuvantes
Clase I: Actúan sobre el patógeno. Trabajan con los antibióticos en las dianas
 Inhibidores de β-lactamasas: ac. clavulánico, sulbactam, y tazobactam
 Inhibidores de bombas de eflujo: Difícil desarrollo e identificación
 Permeabilizadores de membranas: incrementan la entrada de antibióticos.
Son compuestos catiónicos anfifílicos (Polimixinas)
- Desestabilizan la M. Ext. y su permeabilidad
- Afectan a la integridad de la M. Cit.
- Pueden tener dianas intracelulares





Tensioactivos derivados de amninoácidos
o lipoaminoácidos
- Cabeza polar con 1 o mas aa obtenidos por 
síntesis enzimática o hidrólisis de proteínas
- Cola hidrofóbica hidrocarbonada obtenida de
aceites naturales.
Síntesis según química verde:
producción de escasos residuos
uso comp. Químicos poco peligrosos
Materias primas renovables




































 Estas mezclas pueden formar espontáneamente vesículas termodinámicamente estables 
 Pueden tener sus propiedades potenciadas, consecuencia de una sinergia entre sus componentes.
• Jokela, Jonsson, Wennerström (1985)
Mezclas cataniónicas: mezclas de Ts de carga opuesta
Pueden producir vesículas similares a liposomas
Fácil preparación





 Similares morfológicamente a los liposomas
 Se preparan sin consumo de energía
 Producen preparaciones termodinámicamente estables
 Pueden prepararse utilizando materiales de bajo coste
 Con estructuras variables de la cabeza polar se pueden modular diferentes propiedades
 La sinergia entre los compuestos que las forman pueden potenciar sus 
propiedades biológicas
 Pueden solubilizar compuestos hidrofóbicos
Propiedades específicas de
BioTS + Ts derivado de aminoácido
 Se prepararan con componentes biodegradables, 
no tóxicos en el medio ambiente















Tensioactivo geminal de arginina  (2+)
Nα,Nω-bis(Nα-lauroil-arginina)α,ω dipropilamina
PM: 822,5 g/mol
T. sup : 35mN/m
CMC: 5x10-3 mM
C6(LL)2
Tensioactivo geminal de lisina (2+)
Nα,Nω-bis(Nα-lauroil-lisina) α,ω-hexilendiamida
PM: 808,6 g/mol
T. sup: 30 mN/m
CMC: 5x10-3 mM
C3(CA)2












Péptido cíclico con siete aminoácidos como cabeza 
polar (Gln-Leu-Leu-Val-Asp(-)-Leu-Ile) con una 
cadena de ácido graso β-hidroxilado de 14-16 
carbonos  (1-)
PM: 1021,6 g/mol




























































































C3(CA)2 –Lich 5:5 31,8
C3(CA)2-Lich 8:2 26,8
CAM-Lich 5:5 -2,8 mV
CAM-Lich 8:2 45,5 mV
C3(LA)2-Lich 8:2 66 mV
C3(LA)2-Lich 5:5 54 mV
Determinación del Potencial Z
• Medida de la carga elèctrica de la superficie de los agregados
















Tamaño de las partículas en dispersión acuosa (nm) (Dinàmic Light Scatering)
C3(LA)2: 194nm
(30-800)
Lch: 100 y 500 nm
Bimodal como surfactina
C3(LA)2+Lch 8:2:
200 nm fuerte interacción
C3(LA)2+Lch 5:5:
200 nm fuerte interacción























E. coli 1000 15,7 15,7 0,8 1000 >500 1
E. coli O157:H7 >1000 31,3 15,7 0,4 1000 >500 1
P. aeruginosa >1000 31,2 31,2 0,8 1000 >500 1
K. pneumoniae >1000 >250 >250 0,9 1000 >500 1
Y. enterocolytica >1000 62,5 7,8 0,1 1000 >500 1,8
Gram positivas
S. aureus 1000 7,8 7,8 0,8 250 500 3,4
MRSA 1000 3,9 15,7 3,2 250 500 1,6
S. epidemidis 1000 3,9 3,9 0,8 125 125 6,6
K. rhizophila >1000 3,9 3,9 0,8 250 500 1,8
B. subtilis >1000 15,7 3,9 0,2 250 250 1,8
L. monocytogenes 1000 3,9 3,9 0,8 500 >500 0,8
Levadura




















E. coli 250 125 6,2 0,05 200 200 0,9
E. coli O157:H7 500 125 6,2 0,04 100 100 0,8
P. aeruginosa 1000 125 12,5 0,08 200 200 0,8
K. pneumoniae >1000 62,5 12,5 0,1 100 100 0,8
Y. enterocolytica >1000 7,8 3,1 0,3 100 100 0,8
Gram positivas
S. aureus >1000 7,8 6,2 0,6 100 100 0,8
MRSA 1000 7,8 6,2 0,6 100 100 0,8
S. epidemidis >1000 7,8 6,2 0,6 50 50 0,8
K. rhizophila >1000 7,8 6,2 0,6 100 50 0,4
B. subtilis >1000 7,8 6,2 0,6 200 50 0,2
L. monocytogenes >1000 15,6 6,2 0,3 200 200 0,8
Levadura
C. albicans 1000 15,6 6,2 0,3 200 200 0,8
Fic= MICAM/MICA + MICBM/MICB
Donde: 
MICAM=MIC del geminal en la mezcla
MICA= MIC del geminal puro
MICBM= MIC del Lp en la mezcla
MICB= MIC del LP puro















- Tratada con C3(LA)2
- Tratada conC3(LA)2-Lich 8:2
L. monocytogenes
- Control
- Tratada con C3(LA)2
- Tratada conC3(LA)2-Lich 8:2
Y. enterocolytica
- Tratada con C3(CA)2-Lich 8:2
- Tratada con C3(CA)2
B. subtilis
- Tratada con C3(CA)2-Lich 8:2
- Tratada con C3(CA)2
C. albicans
- Tratada con C3(CA)2-Lich 8:2
- Tratada con C3(CA)2







Lichenysin 8.0 22.6 0.37
(Irritante)
C3(CA)2 13.3 36.9 0.28
(Irritante)
Mezcla 22.1 25.8 0.70
(Irritante)
Poder irritante= H50/ DI (Indice desnaturalización)
Valores elevados, menor poder irritante (>100-<0,1)




Microorganismo IT Lich IT C3(CA)2 ITmezcla
E. coli O157:H7 <0,01 0,43 1,41
Y. enterocolytica <0,01 0,21 2,84
B. subtilis <0,01 0,85 5,68
C. albicans <0,01 0,85 2,84
Índice terapéutico= H50/ MIC
Relación entre el efecto nocivo/dosis terapéutica
Valor elevado >> menor riesgo
CONCLUSIONES
• Los TS derivados de Arginina(+) interaccionan con Lch(-) formando un pseudoTS con carga + o neutra
formando un sistema cataniónico sinérgico.
• Se forman agregados estables de 200nm
• Las mezclas cataniónicas C3(LA)2-Lch 8:2 y C3(CA)2-Lch 8:2 tienen actividad antimicrobiana sinérgica frente 
algunos microorganismos
• La carga catiónica libre de la mezcla cataniónica favorece una interacción electrostática con las bacterias,
incrementando su efecto antimicrobiano
• Las mezclas cataniónicas alteran la membrana citoplasmática y pudiendo tener otra diana alternativa
• La mezcla cataniónica posee un Índice Terapéutico mejor
ÍNDICE TERAPÉUTICO Resultados preliminares
AM Marqués
7-5-2019
